Морфофункциональные особенности гемоцитов брюхоногого моллюска Stenomphalia ravergieri (iferussac) by Присный, А. А. & Кулько, С. В.
90 НАУЧНЫЕ ВЕДОМОСТИ Серия Естественные науки. 2012. № 9 (128). Выпуск 19
УДК 591.111.7:594.382.4
МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ГЕМОЦИТОВ 
БРЮХОНОГОГО МОЛЛЮСКА STENOMPHAUA RAVERGIER/IFERUSSAC) 1
Белгородский государственный 
национальный 
исследовательский 
университет,
308015, г. Белгород, 
ул. Победы, 85 
E-mail: Prisny@bsu.edu.ru
А.А. Присный 
С.В. Кулько
Показаны особенности форменных элементов гемолимфы моллюска 
Stenomphalia ravergieri. Идентифицировано четыре типа гемоцитов. Сфе­
рические гемоциты типа 1 способны к распластыванию и формированию 
многочисленных псевдоподий, что позволяет им активно участвовать в фа­
гоцитарных реакциях. Гемоциты типа 2 -  овальные клетки устойчивой 
формы, редко формирующие псевдоподии, способны адгезировать на сво­
ей поверхности чужеродные объекты. Гемоциты типа 3 -  аморфные клетки 
небольшого размера, с малыми лобоподиями. Гемоциты типа 4 отличают­
ся от предыдущего типа клеток, исключительно размерами и, вероятно, 
являются промежуточной фазой развития гемоцитов третьего типа. Выяв­
лены индивидуальные изменения в составе клеточных популяций и дина­
мике количества гемоцитов.
Ключевые слова: гемолимфа, гемоциты, псевдоподии, фагоцитарная
активность.
Введение
Определяющая роль в иммунных реакциях моллюсков принадлежит клеткам гемо­
лимфы. Существуют различные морфологические типы клеток гемолимфы, которые обладают 
определенной степенью подвижности по особым путям циркуляции и участвуют в инкапсуля­
ции чужеродных объектов.
Особое внимание в литературе уделяется фагоцитарной активности гемоцитов различ­
ных морфотипов. В проведенных ранее исследованиях выявлено, что среди гемоцитов встре­
чаются клетки различного уровня специализированности, что, вероятно, определяет морфоло­
гию клеток и соотношение их групп в организме моллюска. Изучена морфология клеточных 
элементов гемолимфы отдельных моллюсков [1, 2]. Однако морфологические признаки гемо- 
цитов различных типов in vitro, а также их способность образовывать псевдоподии рассмотре­
ны недостаточно полно.
В последние десятилетия возникла потребность в понимании эволюционных аспектов 
становления иммунных реакций. Поэтому важно получать сведения о характере защитных ре­
акций разнообразных животных.
Моллюски представляют собой один из самых удобных объектов для таких исследова­
ний. В результате, выявление сходных закономерностей защитных реакций позволяют ставить 
вопрос о конвергентности стратегий защиты у беспозвоночных и позвоночных животных.
Целью представленного исследования было изучение морфофункциональных особен­
ностей гемоцитов брюхоногого моллюска Stenomphalia ravergieri.
Исследования осуществлены в период с 2010 по 2011 год на базе научно­
исследовательской лаборатории «Физиология адаптационных процессов» кафедры анатомии и 
физиологии живых организмов.
Для проведения исследования использовали половозрелых моллюсков S. ravergieri, со­
бранных в пойме реки Везелка осенью (сентябрь-октябрь) 2010 года. Видовую принадлежность 
объектов устанавливали по специальным определительным ключам [3, 4]. Особей S. ravergieri 
содержали в стеклянных емкостях, из расчета 1 литр объема на 10-15 особей, со слоем почвы на 
дне 2-3 см и установленными в емкостях веточками растений. Для поддержания влажности в 
емкости ставили чашки Петри с водой и периодически обрызгивали стенки и крышки емко­
стей при помощи пульверизатора. Время от времени емкости проветривали, чтобы избежать 
заплесневения и чрезмерного обводнения грунта.
Объекты и методы исследования
1 Исследование выполнено при поддержке гранта НИУ "БелГУ" ВКАС-02-12
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Гемолимфу моллюсков отбирали стандартным методом, просверливая браншей нож­
ниц во втором завитке от устья раковины небольшое отверстие, затем аккуратно надавливали 
на тело моллюска, чтобы к проделанному отверстию подошла часть брюшины. Ее осторожно 
прокалывали стерильной иглой, выделяющуюся гемолимфу собирали в пробирки [5].
Полученную из моллюсков гемолимфу делили на две части. Первую часть наносили на 
чистые предметные стекла, оставляли для оседания гемоцитов (примерно 60 минут) и давали 
возможность высохнуть на воздухе, затем фиксировали этанолом и окрашивали азур-эозином 
по Романовскому. Полученные окрашенные мазки изучали под оптическим микроскопом и 
осуществляли измерение размеров клеток при помощи анализатора изображений «ВидеоТест» 
(ООО «Микроскоп Сервис», г. Санкт-Петербург).
Вторую часть собирали при помощи микропипетки в пластиковую чашку Петри и, за­
тем, изучали на инвертированном оптическом микроскопе Nikon Digital Eclipse Ti-E.
Для исследования процесса фагоцитоза в чистую пластиковую чашку Петри помещали 
каплю раствора супернатанта дрожжей Saccharomyces cerevisiae в физиологическом растворе. 
Сверху помещали каплю гемолимфы, только что взятой у моллюска. Свежая гемолимфа необ­
ходима ввиду того, что амебоциты, обладающие выраженной фагоцитарной активностью, дос­
таточно быстро адгезируют к стеклу и исключаются из процесса фагоцитоза, оставаясь в про­
бирке. Далее была произведена видеозапись процесса фагоцитоза в течение 30 минут.
Полученные данные обрабатывали с использованием методов вариационной 
статистики [6].
Результаты и их обсуждение
Исследования выявили наличие в гемолимфе улиток S. ravergieri нескольких типов 
клеток (табл. 1).
Таблица 1
Морфометрические показатели клеток гемолимфы S . r a v e r g ie r i
Тип гемоцита
Линейные размеры клетки, |um Линейные размеры ядра, |um
по длинной оси по короткой оси по длинной оси по короткой оси
1 41.7 i7.28 30.67+5.5 20.3+1.89 18.13+1.43
2 25 .17±1.85 22.25+3.29 18.63+1.92 16.77+2.50
3 19.51±3.08 14.39+1.91 10.83+1.55 8.13+1.14
4 11.75+1.93 11.87+3.11 8.08+2.22 6.54+1.39
Тип 1. Большие клетки (средний размер -  41.7 |um), не имеющие стабильной формы. 
Составляют около 60% всех клеток гемолимфы. Обладают многочисленными псевдоподиями. 
На окрашенных фиксированных мазках выглядят как клетки, состоящие из ярко-розового ок­
руглого ядра с одним-двумя темными ядрышками и фиолетовой зернистой цитоплазмой, об­
разующей неправильный контур.
Тип 2. Округлые клетки (средний размер -  25.17 |um), могут иметь тонкие филопо- 
дии. Составляют около 15% всех клеток гемолимфы. На окрашенных мазках выглядят как 
однородные розовые округлые образования, от которых могут отходить прозрачные тяжи 
(псевдоподии).
Тип 3. Малые аморфные клетки (средний размер -  19.51 |um) небольшого размера, с 
малыми лобоподиями. Составляют около 20% всех клеток гемолимфы. На окрашенных мазках 
выглядят как продолговатые розовые ядра, окруженные прозрачной цитоплазмой с непра­
вильным контуром.
Тип 4. Отличаются от предыдущего типа клеток, исключительно, размерами 
(в среднем -  11.75 ^m) и, вероятно, не является самостоятельным типом клеток, а лишь проме­
жуточной фазой развития гемоцитов третьего типа. Однако это предположение требует допол­
нительной проверки.
В ходе исследований удалось выявить некоторые функциональные особенности опи­
санных типов клеток. Критерием разделения были выбраны подвижность, способность закре­
пляться на поверхности, а также способность к фагоцитозу и фагоцитарная активность.
Тип 1. Большие клетки, не имеющие стабильной формы. Клетки этого типа закрепля­
ются на субстрате, но сохраняют подвижность в течение всего времени наблюдения. Выпуска­
ют псевдоподии, имеющие вид лобоподий и иногда -  тонких длинных филоподий. Проявляют 
умеренную фагоцитарную активность и способны инкапсулировать крупные объекты, попа­
дающие в гемолимфу (рис. 1).
Рис. 1. Гемоциты типа 1: стрелками отмечены фагоцитировавший гемоцит типа 1 и гемоцит, 
проявляющий тенденцию к инкапсуляции агрегата дрожжевых клеток
Тип 2. Округлые клетки, образующие тонкие филоподии, не закрепляющиеся на суб­
страте. Фагоцитарную активность не проявляют, однако активно взаимодействуют с инород­
ными клетками, помещенными в гемолимфу, «ощупывая» их (рис. 2).
Рис. 2. Гемоциты типа 2: стрелками отмечены два гемоцита типа 2, имеющих ярко 
выраженную округлую форму, тонкие немногочисленные псевдоподии и четкие контуры
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Тип 3. Малые аморфные клетки: небольшого размера, способны к образованию псев­
доподий -  главным образом, лобоподий, не слишком большой длины. Клетки этого типа спо­
собны к активному передвижению по стеклу, сливаются в агрегаты с подобными клетками, и в 
таком виде могут проявлять фагоцитарную активность. На мазках выглядят как продолговатые 
розовые ядра, окруженные прозрачной цитоплазмой с неправильным контуром (рис. 3).
При инкубировании во влажной камере среди гемоцитов преобладают крупные клетки с 
ядрами, идентифицированные нами как клетки типа 1. Морфологически похожие клетки были 
описаны ранее в составе капсул вокруг дегенерирующих спороцист и трансплантатов тканей [7]. 
Высказано предположение, что такие гемоциты более устойчивы к патологическим изменени­
ям, происходящим в организме зараженного моллюска [8]. Они же оказываются наиболее 
жизнеспособными при инкубировании, в условиях накопления продуктов обмена веществ. 
Можно предположить, что крупные гранулоциты являются специализированной группой ге- 
моцитов, участвующих в процессах инкапсуляции.
Рис. 3. Гемоциты типа 3: отмечены несколько клеток, лежащих разрозненно, 
не проявляющих фагоцитарной активности, со слабой оптической 
плотностью цитоплазмы и небольшими псевдоподиями
Заключение
Большую часть клеточных элементов гемолимфы Stenomphalia ravergieri (ок. 60%) со­
ставляют амебоциты, способные к формированию псевдоподий и распластыванию на субстра­
те. Количество клеток второго типа достаточно сильно варьирует, но в целом держится в пре­
делах 15%, количество клеток 3-4 типа составляет примерно 20%.
В гемолимфе Stenomphalia ravergieri наибольшую фагоцитарную активность проявляют 
клетки типа 1, а клетки 2 типа не проявляют фагоцитарной активности, и не способны к обра­
зованию многочисленных псевдоподий. Клетки типа 3 и 4 проявляют умеренную фагоцитар­
ную активность, и образуют немногочисленные псевдоподии.
Результаты исследования подтверждают точку зрения, что элементами защитных ре­
акций брюхоногих моллюсков являются циркулирующие клетки гемолимфы -  гемоциты. Это 
подтверждается как изменением клеточного состава гемолимфы, так и изменением функцио­
нальной активности гемоцитов при воздействии чужеродных объектов, в частности, клеток 
Saccharomyces cerevisiae.
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MORPHO-FUNCTIONAL FEATURES OF HAEMOLIMPH ELEMENTS 
OF THE GASTROPOD STENOMPHAUA RAVERGIERI(FERUSSAC)
Features of formed elements of the haemolymph of mollusc Stenom- 
phalia ravergieri are shown. Four types of haemocytes have been identi­
fied. Spherical haemocytes of the first type are capable of spreading and the 
formation of multiple pseudopodia that allows them to participate actively 
in phagocytic reactions. Haemocytes of type 2 are oval cells of the steady 
form which seldom form pseudopodia, they can adhere alien objects on 
their surface. Haemocytes of type 3 are amorphous cells of small size, with 
small pseudopodia. Haemocytes of type 4 differ from the previous type of 
cells in size only, and, probably, are an intermediate phase of the develop­
ment of the third type haemocytes. Individual changes in the structure of 
cellular populations and dynamics of the number of haemocytes are re­
vealed.
Key words: haemolymph, haemocytes, pseudopodia, phagocytic activity.
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